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Beseitigung des Störeffektes im Modellversuch
Im Gegensatz zu einigen unbefriedigenden Versuchen
mit Anilincitrat (9) gelang die Eliminierung der stören-
den Substanzen sehr einfach durch kurzes Kochen bei
100°, wobei Acetacetat unter CO2-Abspaltung in Aceton
übergeht, welches wegen seines niederen Siedepunktes
von 56,1° flüchtig ist. Über die dabei nötigen Bedin-
gungen gab folgender Versuch Aufschluß:
Von gepooltem „Normalserum" („N") wurden 10,0 m/mit 0,05 m/
einer 0,85M Acetacetatlösung versetzt; die Endkonzentration be-
trug also etwa 4 ! Acetacetat/m/ Serum. („NA"). Je 6,0 m/
N-Serum und 6,0 m/ NA-Serum wurden mit Wolframat enteiweißt,
von den Überständen 5 X 3,0 m/ in Reagenzgläser abpipettiert, je
l Probe als Ausgangswert beiseite gestellt, die restlichen Gläser
in ein kochendes Wasserbad gesetzt und nach genau l, 2, 5 und
10 Min. je l Reagenzglas der N- bzw. NA-Serie in ein Eisbad über-
führt. In je 0,05 m/ der NA-Serie wurde Acetacetat enzymatisch-
optisch bestimmt, mit dem Rest die Farbreaktion nach BONSNES
durchgeführt. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abbildung 2
wiedergegeben.
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Abb. 2. Modellversuch zur Beseitigung des Ketonkörper-Stör-
effektes im Ansatz nach BONSNES
Der Versuch zeigt, daß sich durch Kochen bis zu 10 Min.
die Extinktionen des Normalserums praktisch nicht ver-
ändern, während die durch das Vorhandensein von
Acetacetat bedingte zusätzliche Extinktion im NA-
Serum innerhalb von 5 Min. völlig beseitigt ist. Ent-
sprechend geht das im enzymatischen Test bestimmte
Acetacetat auf nicht mehr nachweisbare Mengen zurück.
Die Anwesenheit von /?-Hydroxybutyrat in einer Kon-
zentration von 10 / / Serum und von Glucose
(300, 600 und 900 mg%) hatte keinen Einfluß auf die .
Beseitigung des Acetacetats in dem angegebenen Ver-
such.
Diskussion
Die erst kürzlich von POLAR und METCOFF (11) sowie
SLOT (12) publizierten Arbeiten zeigen, daß es trotz
vieler Bemühungen noch keine befriedigende Be-
stimmungsmethode für das Kreatinin im Serum gibt.
Nach einer von MERTEN in den Jahren 1962 und 1965
durchgeführten Erhebung wird in den von ihm erfaßten
Laboratorien das Kreatinin überwiegend nach der Vor-
schrift von POPPER (2) .bestimmt. Unter Berücksichti-
gung dieser Situation erscheint die in dieser Arbeit an-
gegebene Methode einer Parallelbestimmung des Kre-
atinins vor und nach Beseitigung des Acetacetats und
Acetoris durch kurzes Erhitzen als die einfachste Mög-
lichkeit, bei Ketonämie zu verläßlichen Kreatininwerten
zu gelangen. Bei einigen bisher in unserer Klinik unter-
suchten Fällen stimmten die im Stadium der Ketoacidose
ermittelten „wahren" Kreatininwerte sehr gut mit den
nach Normalisierung der Ketonkörper erhaltenen Werten
überein.
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Akute Veränderungen der Serumproteine bei Ratten
nach einmaliger Verabreichung von Barbital
Von J. NEUBAUR
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universität Göttingen (Direktor: Prof. Dr. med. H.J. Deuticke)
(Eingegangen am 13. Juni 1966)
Rattenserum wurde vor und nach Verabreichung einer einmaligen Dosis Barbital im Stärkegel mit der Hochspannungselektrophorese ge-
trennt. Danach erfolgte Proteinanalyse der Fraktionen mit dem /^//«-Reagenz. Die slow-a2-Globulinfraktion war 6—36 Stdn. nach Barbi-
tal-Verabreichung gegenüber den Werten vor Barbitalgabe und den Werten 1—3 Stdn. und denen 48—96 Stdn. nach Barbital-Verab-
reichung erhöht. Die Erhöhung ist statistisch gesichert. Als Grund der genannten Veränderungen wird der Einfluß des Barbitals auf den
Proteinstoffwechsel der Leber angesehen. Die Vorgänge scheinen für Barbital nicht spe2ifisch 2u sein.
Rat serum was fractionated by high voltage electrophoresis in starch gel before and after the administration of a single dose of Barbi-
tal. The fractions were then analysed for protein with Folin's reagent. The slow-a2^globulin fraction was increased 6—36 hours after the
administration of Barbital, compared with the values before Barbital and with the values 1—-3 and 48—96 hours after Barbital. The
increase was statistically significant. The changes are probably caused by an effect of Barbital on protein metabolism in the liver. The
reactions do not appear to be specific for Barbital.
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Die Verabreichung von Barbital verursacht bei Ratten
eine vermehrte Ausscheidung von L-Ascorbinsäure im
Harn durch beschleunigte Synthese des Vitamins aus
Glucose über D-Glucuronsäure und L-Gulonsäure
(l—6). Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen
stehen Untersuchungen, bei denen im zellfreien Leber-
saft und in Lebermikrosomen Aktivitätserhöhungen der
Uridindiphosphatglucose-Dehydrogenase nach Barbital
und der Glucuronosyl-Transferase nach Aminopyrin-
Verabreichung gemessen wurden (5, 6). CONNEY und
Mitarbeiter führen den Enzym aktivierenden Effekt auf
gesteigerte Enzymsynthese durch die genannten Stoffe
zurück. Es konnte gezeigt werden, daß nach Pheno-
barbitalgaben eine signifikante Erhöhung des Leber-
feuchtgewichtes, des Gesamt-Leberproteins und des
mikrosomalen Leberproteins erfolgt (6—8). Hinsicht-
lich der Frage der Spezifität der Proteinsynthese-In-
duktion durch Barbital wurden Serumprotein-Unter-
suchungen an Ratten durchgeführt, über die im folgen-
den berichtet wird. Nach einmaliger Barbital-Ver-
abreichung wurden Serumprotein-Trennungen im
Stärkegel in der Hochspannungselektrophorese mit
anschließender quantitativer Auswertung der Frak-
tionen vorgenommen. Darüber hinaus wurde Gesamt-
protein im Serum bestimmt.
Methodik
Für Serumprotein-Trennungen wurden 30 Ratten (Wistar ?,
200—250 g aus der Tierfarm für Laboratoriumstiere, Göttingen,
Jan. 1965) und für Gesamteiweiß-Bestimmungen im Serum 18
Ratten (Wistar (J, 250g, Gesellschaft für Versuchstierzucht,
Hannover, Mai 1965) verwendet. Die Fütterung der Tiere erfolgte
mit „Altromin"-Rattenfutter und Leitungswasser.
0,2—0,3 m/ Blut wurden durch Herzpunktion kurz vor Barbital-
Verabreichung und l—3 Stdn. (nach l, 2,3 Stdn. bei je drei Tieren),
6—36 Stdn. (nach 6,12, 24, 36 Stdn. bei je drei Tieren) und
48—96 Stdn. (nach 48, 72, 96 Stdn. bei je drei Tieren) nach
Barbitalgaben (Intraperitoneal-Injektion von 150 mg/kg Körper-
gewicht Na-Barbital) entnommen. Zur Serumgewinnung wurde
das Blut in Kapillarröhrchen aufgezogen, in denen Serum und
Blutkuchen durch Zentrifugieren getrennt wurden.
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen ge-
schah im Stärkegel (9—15), das aus 10,3 g hydrolysierter Stärke
(Fa. Connaught Medical Research Laboratories, Toronto) und
100m/ 0,023M Borsäure/0,0092M NaOH—Puffer pH 8,6 her-
gestellt wurde. Die Trennung'erfolgte bei 900 V, 15—20 mA (bei
10 Trennungsbahnen im Trog nach SMITHIES = 1,5—2,0 m A pro
Trennungsbahn) im Hochspannungselektrophorese-Apparat nach
WIELAND-PFLEIDERER. Nach 12 Stdn. waren die Fraktionen auf
dem Gelstreifen über 17—18 crn verteilt (Entwicklung mit Amido-
schwarz 10 B (Bayer) (16)). Mit einem Schneideapparat wurden
die Streifen in etwa 100 je 2 mm dicke Scheibchen zerschnitten.
Jedes Scheibchen wurde in 0,5 m/N NaOH gelöst und der Reihe
nach einer Proteinanalyse mit dem Pb//«-Reagenz (17,18) unterr
zogen.
Der Proteingehalt der Scheibchen (in //g) wurde in ein Diagramm
eingetragen, in dem konstant folgende Fraktionen (Nomenklatur
nach (19)) gefunden wurden: ^ Globulin, slow-a2-Globulin, slow-
OjL-Globulin, Transferrine (3 dicht zusammenliegende Bänden),
fast-ag- und fast-o^-Globulin (in 2 undeutlich voneinander ge-
trennten Banden), post-Albumin, Albumin, prae-Albumin. Die
Wiederfindungsrate für Protein im Gel betrug 96,4%. — Die Be-
stimmung des Gesamtproteins im Serum erfolgte ebenfalls mit dem
/^//«-Reagenz (17).
Ergebnisse
Für den quantitativen Vergleich der Proteinfraktionen
im Serum vor und nach Barbital-Verabreichung wurden
deren Zuwachs- bzw. Abnahmeraten nach Barbital für
jedes einzelne Tier berechnet. Die Untersuchungs-
ergebnisse wurden in drei Gruppen aufgezeichnet:
1. Veränderungen der Proteinfraktionen l—3 Stdn.;
2. 6—36 Stdn.; 3. 48—96 Stdn. nach Barbital-Ver-
abreichung. Die Ergebnisse sind in der Abbildung l dar-
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Zuwachs- bzw. Abnahmeraten der Fraktionen nach Barbital-Ver-
abreichung (angegeben in % bezogen auf Gesamtprotein im Serum)
I = y-Globulin, II = slow-*2-Globulin, III = slow-^-Globulin,IV = Transferrine, V = fast-a^-Globuline, VI = post-Albumine,
VII = Albumin + Prae albumin. A = l—3 Stdn., B = 6—36 Stdn.,
C = 48—96 Stdn. nach Barbital-Verabreichung
gestellt. Es ist zu erkennen, daß 6—36 Stdn. nach Bar-
bital die Fraktion des slow-a2-Globulin erhöht ist. Dem-
gegenüber zeigt die Albuminfraktion eine Erniedrigung,
die aber wegen einer großen Standardabweichung
statistisch nicht signifikant ist. In den Zeiten vor 6 und
nach 36 Stdn. nach Barbital-Verabreichung unter-
scheidet sich das Fraktionsbild nicht signifikant von dem
vor der Barbitalinjektion. — Um die Schwankungsbreite
der Konzentration in den einzelnen Fraktionen eines
unbehandelten Tieres beurteilen zu können, wurde das
Serum einer Ratte zur Zeit t0, nach 24 Stdn. und nach
48 Stdn. gewonnen, getrennt und die Zuwachs- bzw. die
Abnahmerate gegenüber t0 berechnet. Die Fraktions-
abweichungen waren denen l—3 Stdn. und 48—96 Stdn.
nach Barbital-Verabreichung größenmäßig gleich.
In einer weiteren Zusammenstellung ist das Verhalten
der Differenzen der slow-<x2-Fraktion nach Barbital-Ver-
abreichung gegenüber den Werten vor Barbitalgabe für
jede Untersuchungszeit aufgezeichnet (Tab. 1). Es ist zu
erkennen, daß slow-*2-Globulin 6, 12, 36 Stdn. nach
Barbital signifikant erhöht war. — In Tabelle 2 sind
Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamt-
Proteins im Serum in % pro 0,05 ml Serum vor und
12, 24, 36 Stdn. nach Barbital-Verabreichung ein-
getragen. Es ist zu erkennen, daß das Gesamt-Protein
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Tab. l
Zuwachs- bzw. Abnahmeraten der slow-«a-Globulinfraktion l—96Stdn. nach Barbital Verabreichung: I = angegeben in % bezogen auf
Serum-Gesamtprotein (s. Abb. 1); II = angegeben in % bezogen auf
die sIow-«2-Fraktion
Stdn. nach
Barbital-
Verabreichg.
1
2
3
6
12
24
36
48
72
96
I
+ 0,26
4- 2,16
+ 1,02
+ 3,04
+ 3,10
+ 0,63
+ 4,13
+ 1,15
— 0,08
— 0,35
II
+ 1,7
+ 17,4
+ 7,0
+ 28,4
+ 25,8
+ 4,8
4- 35,8
+ 9,2
— 0,5
- 2,3
t
*0,05 " 2,776
0,675
1,148
0,553
5,222
3,260
1,110
2,879
0,498
0,074
0,155
Tab. 2
Messung des Gesamtproteins im Serum vor und nach Barbital-Ver-
abreichung, angegeben in //g/0,05 ml Serum. N = Zahl der unter-
suchten Tiere
Zeit (Stdn.)
h
24
36
X
39,8
38,8
40,6
39,7
± 8
±1,4
±2,1
±2,6
±2,8
N
18
8
5
5
im Serum zu Zeiten, in denen eine Proteinerhöhung des
slow-«2-Globulins besteht, nicht erhöht ist.
Diskussion
Art, Anzahl und Lokalisation der Proteinbanden nach
der elektrophoretischen Trennung der Rattenseren
stimmen im wesentlichen mit den Angaben von BEATON
und Mitarbeitern (19) und den von MATSUI (20) überein.
Im Gegensatz zu den Untersuchungen der genannten
Autoren wanderten die y-Globuline in den vorliegenden
Versuchen einheitlich 2ur Anode. Kathodenwärts von
der Auftragstelle wurde kein Protein gefunden. Der
Grund dafür wird in der Verwendung der Hoch-
spannung, mit der die Proteine in kürzerer Zeit (ge-
ringere Endosmose) getrennt wurden, gesehen. Die
Trennung von drei Transferrinbanden erfolgte in so
geringen Abständen, daß sie mit der angewendeten
Methode der quantitativen Analyse nicht einzeln erfaßt
werden konnten. Ebenso wurden die fast-#2- und die
fast-ö^-Globuline als gemeinsame und die Postalbumine
als zusammenhängende Fraktion gemessen. Rechnerisch
wurden die Albumine und die Präalbumine zu einer
Fraktion zusammengezogen.
In Untersuchungen über Enzyminduktion bei Ratten
durch Barbital, über die an anderer Stelle berichtet
werden wird (6), waren neben Enzymmessungen am
zellfreien Leberhomogenat Gesamtprotein-Messungen
an der Leber durchgeführt worden. 12 Stdn. nach Barbi-
tal hatte das Leberproteiri pro g Leberfrischgewicht um
etwa 24% zugenommen, nach 24 Stdn. betrug der Zu-
wachs nur noch 9% und nach 48 Stdn. war er wieder auf
26% angestiegen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
Proteinanstieg der slow-#2-Globulinfraktion in der Zeit
6—36 Stdn. nach Barbital-Verabreichung gemessen.
Dabei betrug die Zunahme nach 6 Stdn. 28,4% (be-
zogen auf das Protein der slow-öc2-Fraktion vor Barbital-
Verabreichung), nach 12 Stdn. 25,8%, nach 24 Stdn.
4,8% (keine Signifikanz der Zunahme) und nach 36 Stdn.
35,8%. Bei dem Proteinanstieg der slow-#2-Fraktion
handelt es sich offenbar nicht um eine absolute Zunahme
des Serumproteins: die Menge des Gesamtproteins im
Serum blieb während dieser Zeit nach Barbital unver-
ändert. Zur gleichen Zeit wurde eine Abnahme der
Albumine bei gleichbleibender Menge der übrigen
Fraktionen (außer slow-a2-Globuün) gefunden, so daß
die Zunahme des makromolekularen slow^#2-Globulins
auf Kosten des mikromolekularen Proteins der Albu-
mine zu geschehen scheint.
Die Spezifität der Barbitalwirkung auf den Proteinstoff-
wechsel scheint zumindest hinsichtlich der Verände-
rungen in der slow-«2-Globulinfraktion nicht sehr groß
zu sein. WEIR (21, 22) fand im Rattenserum Verände-
rungen der slow-#2-Fraktion nach Verabreichung von
Tetrachlorkohlenstoff.
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